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烷基酚类化合物对斑马鱼胚胎的毒性效应
刘在平!张松林!李运彩!陈粉丽
"西北师范大学地理与环境科学学院!甘肃
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摘
!

要!采用斑马鱼胚胎发育技术!观察邻甲酚&对甲酚&间甲酚和
"

!

;

二叔丁基酚联合作用对斑马鱼胚胎的影响!以研究
烷基酚类化合物的毒性$结果表明!

;

种受试物的联合对斑马鱼胚胎发育均有明显的抑制作用及不同程度的致死等效应$

#N

Z

T

染毒主要表现为'

";N

后卵凝结和尾部无延展!眼点发育受抑制及无主动活动)

;<N

卵凝结和心率异常!无黑色素和
心包囊水肿)

?"N

卵凝结和未孵化等效应$

关键词!烷基酚)斑马鱼胚胎)毒性效应
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引言
烷基酚类化合物"

C0[

R

0

Z

N-'+0O+,
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+:'3B

!

CUB

#是一种环境雌激素!是生产烷基酚聚氧乙烯
醚"

C0[

R

0

Z

N-'+0&.N-.N+̀

R

0/.-B

!

CU&MB

#的原
料!也是

CU&MB

降解的中间产物之一$

CUB

在环
境中的最终降解产物为

OM

"

和
J

"

M

!但这一过程
非常缓慢!且与母体

CU&MB

相比!

CUB

较难继续
降解!最终持久地存在于环境中*

$

+

!具有很高的毒
性!更宜在生物体内累积$有研究表明!

CUB

与一
些水生生物和哺乳类动物的种群退化及灭绝&生
育力下降与丧失&雄性雌性化等生物效应有关*

"

+

$

近年!人们还发现
CUB

是诱发某些肿瘤的环境内
分泌干扰物$研究

CUB

的毒性效应及其在环境中
的迁移转化规律对其生态效应评价具有重要参考
价值$

目前!国内外已用鱼类&鼠类和水蟤等实验生
物!选取不同指标!从宏观"个体与种群#到微观
"细胞与分子#!对不同的烷基酚类化合物进行了
毒性实验!然而有关胚胎的毒性实验较少$关于
烷基酚类化合物对水生动物的研究主要集中于单
一化合物的毒性!缺乏联合毒性作用的研究$而
有毒有害物质对环境的污染往往是多种毒物的复
合污染!毒物共存可发生拮抗作用!也可发生毒性
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%



第
!

卷
!

第
!

期
!!!

刘在平等
7

烷基酚类化合物对斑马鱼胚胎的毒性效应
"#$$

年
%

月

剧增的协同作用$鉴于毒物组合及配比的复杂
性!实验周期短&廉价&敏感和快速的环境生物技
术在研究多种毒物间复杂联合作用机理上有一定
的优越性!如斑马鱼胚胎发育技术等$斑马鱼胚
胎不仅可指示水生环境中污染物的积累效应!而
且能够指示不同层次上污染的毒性效应!为可持
续水生生态系统管理提供重要的生物指示!在测
定复合污染物毒性&分析毒物的致畸效应方面前
景广阔$

以对甲酚为基础!然后与邻甲酚&间甲酚和
"

!

;

二叔丁基酚相互混合来研究其对斑马鱼胚胎的
影响$为

CUB

的安全使用及水生生物毒理实验研
究提供有价值的参考资料!为控制有毒有害化学
品提供技术支持$

E

!

材料与方法
$7$

!

实验生物
斑马鱼亲鱼购自兰州市雁滩花鸟鱼虫市场!

其行为活泼!反应灵敏!无畸形!逆水性强!购入后
饲养在装有经活性炭过滤并充分曝气"大于

";N

#

的自来水的鱼缸中!溶解氧大于
;

*

2

(

P

!用加热棒
控制温度为

"<7Dh

!采用自然光照射!光周期为
$;N

(

$#N

"昼(夜#$每日早晚各喂食一次经紫
外消毒处理过的红线虫!每次喂食

D,)'

后将剩余
的饵料和粪便及时吸出!每日换水

$

(

!

$

实验前将亲鱼"雌雄斑马鱼数量比约为
$i

"

#在鱼缸中分开饲养
!3

以上!繁殖前一天晚上
将雌雄斑马鱼置于同一个鱼缸内!在鱼缸底部放
置隔离网"或者铺上玻璃珠#!以防斑马鱼自食其
卵!次日凌晨给光让其产卵受精$利用虹吸法收
集鱼卵!用重组水迅速清洗受精卵以除去其间混
有的杂质和污物$

$7"

!

受试化合物
苯酚'

C_

!天津市化学试剂一厂)邻甲酚'纯
度

#

@@a

!兰州市长兴石油化工厂)对甲酚'纯度
#

@@a

!兰州市长兴石油化工厂)间甲酚'

C_

!国
药集团化学有限公司)

"

!

;

二叔丁基酚'

C_

!天
津市光复精细化工研究所$所选

D

种有机物比较
稳定!挥发性不强!在水溶液内基本不发生水解&

氧化和光解等反应!符合水生毒理学实验要求$

助溶剂丙酮'

OU

!天津市化学制剂厂!丙酮体积分
数不超过

#7$ a

!对斑马鱼胚胎发育无任何

影响*

!

+

$

$7!

!

实验用水
为避免实验过程中所用的自来水中含有对斑

马鱼胚胎发育产生影响的物质!整个实验过程中
的实验用水!包括稀释水和清洁用水!均为统一配
制&充氧饱和&温度保持

"<7Dh

的重组水$重组
水成分见表

$

$

表
E

!

重组水组分
O

("

,,+0

2

P

]$

#

8/O0 QO0

8/

"

JUM

;

QJ

"

UM

;

O/O0

"

1

2

WM

;

8/JOM

!

$!7? #7D; #7#"D #7#;; $7!# $7## #7;"

$7;

!

实验器材
多功能光照培养箱'

1P_ !D#J

型!日本三
洋公司)生物显微镜'

W4O $<

系列!厦门麦克奥
迪公司!

1+.)V

)

";

孔细胞培养皿'

L)+:B)'

2

L)+.-VN

O+

!

P.3G:̀)

!

9W

!

U7_7O7

)超声波清洗器'

Qd

D"## L̂

型!昆山市超声仪器公司)移液枪!加热棒
"温度可调#)等等$

$7D

!

实验方法
按照

WOJIP\&

等和
M&Ô

指导设计胚胎
毒性实验$选用

";

孔培养板!每孔的容积为
!,P

!每一孔中加入
",P

实验液!放入一枚受精
卵$每张多孔板中!

"#

孔为一实验浓度!其余
;

孔
为空白对照!用铝箔封面以避免实验溶液挥发浓
度降低$将密封好的多孔板放在温度为

"<7Dh

的光照培养箱中孵化*

;

!

D

+

$

正式实验前!进行预备试验!观察正常胚胎的
发育过程并确定浓度梯度!用以正式实验所需浓
度$开始可选择较大范围的质量浓度系列!如
$###

!

$##

!

$#

!

$

!

#7$

*

2

(

P

$空白对照组的个体致
死或致畸率控制在

$#a

以内$每个浓度放入
D

枚
胚胎!静态

#N

Z

T

"

N+:*B

Z

/B.T-*.)0)Y/.)+'

#染毒!

不设平行!实验持续
?"N

$每日至少记录
"

次各
容器内的凝结卵的个数!及时取出凝结的胚胎$

每次预实验均根据胚胎的反应调整浓度范围!最
后求得

";N$##a

死亡浓度和
?"N

无死亡浓度!

进而确定化合物的实验浓度$

正式实验浓度包括
";N$##a

致死和
?"N

全
不致死的浓度!按等对数间距确定

D

个实验浓度!

同时设置重组水为空白对照$

%

;"

%
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$7%

!

数据处理方法
用

WUWW$?7#

软件计算半致死浓度值
"

;<

D#

#$用毒性单位分析法&图解法和相加指数
法评价烷基酚类化合物的联合毒性*

%

+

$

F

!

结果与分析
"7$

!

中毒症状
重点观察并记录以下各毒理学终点时产生胚

胎致死和致畸的效应'

";N

卵凝结&自溶和尾部无
延展)

;<N

卵凝结和心率)

?"N

卵凝结和未孵化!

代表致死性)

";N

眼点及主动活动)

;<N

色素和水
肿)

?"N

畸形!代表致畸性$

胚胎刚接触最高浓度溶液时即出现眼点发
白&卵凝结"图

$/

#&自溶"图
$S

#等现象$

#N

Z

T

染毒后
;N

!空白对照组正常发育的胚
胎肉眼观察仍为无色透明!而暴露胚胎出现卵凝
结等致死性指标!囊胚发育停止)

<N

时暴露胚胎
外包活动阶段异常)

$"N

暴露胚胎原肠胚终止!胚
孔关闭&体节发育停滞"图

$V

#$

";N

暴露胚胎出现卵凝结&自溶和尾部不延
展"图

$3

#等致死性指标!

"#B

内不主动活动&眼
点未发育等亚致死性指标)

"<N

肉眼观察发白的
胚胎!显微镜下观察多已自溶!部分发生了卵凝
结$显微镜下观察发现!毒性浓度越大的试液中!

卵凝结胚胎的颜色越深$对比观察还发现!暴露
胚胎发育普遍早于未用于实验而放置在培养皿中
用于观察正常发育的胚胎)

!%N

暴露胚胎出现卵
凝结&自溶和心率异常等致死性指标!心率&血液
循环异常等亚致死性指标$显微镜下观察发现'

出现眼点!有体节!数秒内主动活动!暴露胚胎已
有心跳和血液循环$此时死亡的胚胎数几乎不再
增加$

;<N

暴露胚胎出现卵凝结&心率不正常&胚胎
自溶!黑色素细胞发育异常&耳石不发育&卵黄囊
水肿"图

$-

#&心包囊水肿"图
$T

#等指标$仍未凝

结或自溶的暴露胚胎出现心率不等&色素无沉积&

心包囊水肿等畸形症状$空白对照组已陆续有小
斑马鱼破壳而出$毒性过大的试液中的眼观发白
的卵凝结或自溶的胚胎均已死亡!不再孵化$对
比空白对照组胚胎!暴露胚胎孵化期明显延迟$

秒表计数发现!随着试液浓度不同!心率有每分钟
<$

!

$#D

次不等)发现有个别暴露胚胎存在无色素
现象)还有的出现心包囊水肿$

#N

Z

T

染毒胚胎死
亡率随时间和浓度增大而有所增加!表现为

";N

后死亡率降低!

;<N

后趋于稳定$

?"N

暴露胚胎出现未孵化&死亡&心率异常等
致死性指标$观察发现!之前的卵凝结&自溶的死
亡胚胎均无孵化!肉眼观察发白)低浓度和对照组
未死亡的胚胎均已完成孵化!部分表现出孵化延
迟现象!部分畸形的胚胎不动$

a b c

d e f

/7

卵凝结)

S7

自溶)

V7

体节发育停滞)

37

尾巴不延伸)

-7

卵黄囊水肿)

T7

心包囊水肿
图

E

!

暴露胚胎致死和亚致死效应
"7"

!

实验结果
由混合物联合毒性及其配比关系得到各组分

毒性$烷基酚类化合物的联合毒性实验结果见表
"

!毒性评价见表
!

$由表
"

可知!同一时刻!对甲
酚和

"

!

;

二叔丁基酚联合其毒性最强!因为在所
有联合中其

;<

D#

最小!如
";N

Z

T;<

D#

为
""7!!%

*

2

(

P

$此外!随着时间的延长!各联合组毒性也增
强!表现出时间效应关系$

表
F

!

烷基酚类化合物的联合毒性实验结果
*

2

(

P

联合 毒性 ;<

D#

";N

Z

T ;<N

Z

T ?"N

Z

T

对
f

邻 联合
"?7"@#

"

"D7%$@

%

"@7#?#

#

"?7"@#

"

"D7%$@

%

"@7#?#

#

""7%D#

"

"$7#%@

%

";7!;"

#

对甲酚 组分
$!7D%!

"

$"7?!"

%

$;7;;?

#

$!7D%!

"

$"7?!"

%

$;7;;?

#

$$7"D?

"

$#7;?$

%

$"7#@<

#

邻甲酚 组分
$!7?"?

"

$"7<<?

%

$;7%"!

#

$!7?"?

"

$"7<<?

%

$;7%"!

#

$$7!@!

"

$#7D@<

%

$"7";;

#

%

D"

%
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表

联合 毒性 ;<

D#

";N

Z

T ;<N

Z

T ?"N

Z

T

对
f

间 联合
!"7D#@

"

!#7";;

%

!;7@;!

#

"@7;;;

"

"%7?<"

%

!"7!?$

#

"!7<?<

"

"$7?$@

%

"%7"D"

#

对甲酚 组分
$D7""%

"

$;7$%D

%

$%7!%%

#

$!7?@$

"

$"7D;;

%

$D7$%"

#

$$7$<;

"

$#7$?"

%

$"7"@%

##

间甲酚 组分
$?7"<!

"

$%7#?@

%

$<7D??

#

$D7%D!

"

$;7"!<

%

$?7"#@
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对甲酚
f

邻甲酚与对甲酚
f

间甲酚的联合毒
性作用

!

种方法评价结果一致!即
";N

均表现出
协同作用!

;<N

均表现出相加作用!

?"N

均表现出
协同作用)对甲酚

f"

!

;

二叔丁基酚组合在
";

%

?"N

内!毒性单位分析法与相加指数法评价结果

一致!均为拮抗作用!而毒性单位图解法评价为小
于相加作用"表

!

#$由此可见!当不同的单一污
染物相互联合时会表现出与单一时不同的作用方
式$因此!在研究污染物毒性时要尽可能考虑
周全$

表
G

!

毒性单位分析法'图解法和相加指数法评价烷基酚类的联合毒性

组合方式 时间(
N

分析法
+

"

\I

#

分析法
评

!

价
图解法

对甲酚"

\I

#

图解法
"

\I

#

图解法
评

!

价
相加指数

CE

CE

法
评价
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协同
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协同
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协同
#7;"< #7;"<

协同
#7$%<
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f
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协同
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协同
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相加
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相加
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协同
#7;"D #7;"D
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协同
对甲酚
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;

二
叔丁基酚

"; $7!<$

拮抗
#7%$; #7?%?

小于相加
]#7!<$

拮抗
;< $7;%?

拮抗
#7?!" #7?!%

小于相加
]#7$%?

拮抗
?" $7!";

拮抗
#7%D$ #7%?!

小于相加
]#7!";

拮抗
对甲酚

f

间甲酚
f

邻甲酚
"; $7#?D

拮抗
]#7#?D

拮抗
;< #7@"$

协同
#7#<%

协同
?" #7@"$

协同
#7#<%

协同
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!

致毒机理初探
毒物可分为惰性化合物&次惰性化合物&反应

性化合物和特殊反应性化合物!每一种毒物都有
各自的毒物作用方式$烷基酚类化合物属于次惰
性化合物!对生物体呈极性麻醉机制!其总毒性高
于基本毒性)惰性化合物!对生物体呈非极性麻醉
作用!为基本毒性$麻醉性化合物对斑马鱼胚胎
染毒机理'化合物通过吸收&扩散等方式进入胚

胎!要对胚胎产生毒害作用!首先必须通过胚胎细
胞膜才能对胚胎中的靶器官发生作用!而细胞膜
是由磷脂双分子层组成的!所以亲脂性化合物比
亲水性化合物更容易通过这一层细胞膜!通常化
合物的辛醇水分配系数"

0

2

!

#越大!就越容易通
过细胞膜!对斑马鱼胚胎的毒性也越大$化合物
不断通过生物运转作用于靶器官!从而在靶器官
内的浓度不断增大!当浓度达到临界浓度时即呈
现出毒性作用!此为基本毒性$若化合物分子进

%

%"

%



第
!

卷
!

第
!

期
!!

刘在平等
7

烷基酚类化合物对斑马鱼胚胎的毒性效应
"#$$

年
%

月

一步通过氢键作用与靶器官内生物大分子如蛋白
质键合!使蛋白质变性而致毒!这就是极性麻醉机
制!其总毒性高于其基本毒性$

实验选取烷基酚类化合物的
0

2

!

较大
"

$7;%

%

"7#%

#!其脂溶性较大而水溶性比较小!有
机物都较容易进入生物膜!所以

0

2

!

与毒性相关
性很强$上述化合物在斑马鱼胚胎靶器官内富集
到一定浓度"临界浓度#!即呈现毒性作用!所以这
类化合物的生物富集因子"

LO4

#在致毒机理中也
很重要$

G

!

结论
!7$

!

毒性效应分析
联合毒性效应评价中!对甲酚

f

邻甲酚一组
在

";N

内表现为协同作用!

;<N

内表现为相加作
用!

;<N

后又表现为协同作用)对甲酚
f

间甲酚一
组在

";N

内表现为协同作用!

;<N

内表现为相加
作用!

;<N

后又表现为协同作用)对甲酚
f

邻甲酚
一组与对甲酚

f

间甲酚一组表现出相同的联合毒
性作用方式$对甲酚

f"

!

;

二叔丁基酚一组在
?"

N

内表现为小于相加或拮抗作用)对甲酚
f

间甲酚
f

邻甲酚一组在
";N

内表现为拮抗作用!

";N

后
又表现为协同作用$

!7"

!

受试烷基酚类化合物致毒机理分析
极性烷基酚类化合物对斑马鱼胚胎的致毒过

程先要经历一个化合物在两相"水相和生物相#间

的分配过程!进入生物相的受试化合物较多!与生
物大分子键合的机会大!因此极性麻醉性毒性
也大$

!7!

!

烷基酚类化合物对斑马鱼胚胎毒性
采用斑马鱼胚胎发育技术!发现邻甲酚&间甲

酚&对甲酚和
"

!

;

二叔丁基酚
;

种烷基酚类化合
物对斑马鱼胚胎发育均有明显抑制作用!可使得
胚胎发育畸形甚至死亡!具有特定的毒理学终点$

染毒时刻的不同对胚胎造成的毒性效应也不同$
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